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１．Phenylpropanoid amide 誘導体の定量的構造‐細胞傷害性相関解析 



















生物活性を示すこと、また、フラボノイドに存在するクロモン環の 2 位に styryl
基を導入した化合物は口腔扁平上皮癌細胞に対する細胞毒性を示すことが報告
されている．一方、クロモン環の 3 位に styryl 基を導入した化合物の生物活性に
関する研究は少ない．このような背景を踏まえ、本研究では、ヒト口腔扁平上
皮癌細胞を選択的に傷害する物質を探索する一環として、phenylpropanoid にア
ミド基を導入した誘導体 12 種、アルカロイドの piperic acid にアミド基を導入し
た誘導体 12 種、クロモン環の 3 位に styryl 基を導入した誘導体 15 種の細胞傷害
活性および抗 HIV 活性について検討した． 







特徴量の CC50 値及び選択毒性に対する相関を解析した．抗 HIV 活性は、非感染




Phenylpropanoid amide 誘導体は若干の選択毒性を示したが(TS=1~3)、抗 HIV






Piperic acid amide 誘導体は若干の選択毒性を示したが、抗 HIV 活性は示さな





3-Styrylchrome 誘導体は最大の選択毒性を示したが、抗 HIV 活性は示さなかっ





















Three fundamental polyphenols present in natural kingdom (lignin-carbohydrate 
complex, tannin and flavonoid) have been reported to generally show anti-oxidant and 
antiviral activity, but shown lower selectivity toxicity against tumor cells.  However, 
the introduction of amide groups into phenypropanoids (component unit of lignin) and 
alkaloid has been reported to produce new biological activity.  And the introduction of 
styryl group into 2-position of chromone ring (that is present in flavonoid) has been 
shown to increase cytotoxicity against human oral squamous cell carcinoma (OSCC) 
cell lines, whereas reports of compounds having styryl group at 3-position of chromone 
ring have been much less. In search of substances having selective cytotoxicity against 
human OSCC cell lines, the present thesis paper is aimed to investigate cytotoxicity and 
anti-HIV activity of twelve phenypropanoid amides, twelve piperic acid amides and 
fifteen 3-styrylchromones.  
Cytotoxicty against four OSCC cell lines (HSC2, HSC3, HSC4, Ca9-22) and three 
normal oral cells (gingival fibroblast, periodontal ligament fibroblast, pulp cell) was 
determined by MTT method. Selective cytotoxicity (TS) was evaluated by the ratio of 
mean CC50 against normal cells to mean CC50 against tumor cells.  Physicochemical, 
structural and quantum-chemical parameters were calculated based on the 
conformations optimized by the LowModeMD method followed by the density 
functional theory (DFT) method, and the correlation of these parameters to cytotoxicity 
and tumor-selective cytotoxicity was analyzed.  Anti-HIV activity was evaluated by 
the ratio of CC50 to EC50 (50% cytoprotective concentration from HIV infection) using 
HTLV-I carrying human T-cell line MT4.  Fine cell structure was observed under 
transmission electron microscope after fixation with glutaraldehyde.  Cellular 
metabolites were extracted with methanol and subjected to metabolomics analysis.  
Phenylpropanoid amines showed moderate cytotoxicity against both normal and 
OSCC cell lines. N-Caffeoyl derivatives coupled with vanillylamine and tyramine 
exhibited relatively higher tumor selectivity.  Cytotoxicity against normal cells was 
correlated with descriptors related to electrostatic interaction such as polar surface area 
and chemical hardness, whereas cytotoxicity against tumor cells correlated with free 
energy, surface area and ellipticity.  The tumor-selective cytotoxicity correlated with 
molecular size (surface area) and electrostatic interaction (the maximum electrostatic 
potential).   
Piperic acid amides showed low to moderate tumor selectivity, but no anti-HIV 
activity. Cytotoxicity against tumor cells was well correlated to structural descriptors 
that reflect partial charge. Cytotoxicity to normal cells correlated to hydrophilic 
interaction-energy moment and energy, H-bond donor capacity.  Tumor-selectivity 
correlated well with molecular shape and electrostatic interaction.  
3-Styrylchrome derivatives showed moderate to high tumor selectivity, but no 
anti-HIV activity.  Especially, compounds that have a methoxy group at 6-position of 
the chromone ring and hydroxyl group at 4’-position of phenyl group in styryl moiety 
[11] showed the highest tumor-selectivity, comparable with that of anti-cancer agents.  
During early stage of cytotoxicity induction by [11], mitochondrial enlargement and 
accumulation of diethanolamine were observed. Multivariate statistics with chemical 
descriptors for the location of substituted group, molecular shape and electrostatic 
interaction may be useful for designing the most favorable compound with higher tumor 
selectivity.  
Further substitutions at 5~7 position of lead compound [11] may be a potential choice 
for designing new anticancer drugs.  It is urgent to investigate the selective 
cytotoxicity of the substituted compounds, mechanism of cell death induction, and 
perform the second screening test with human oral keratinocyte and gingival epithelial 
precursor cells. 
 
Key words:  Oral squamous cell carcinoma, selective cytotoxicity, structure-activity, 
3-styrylchromone, introduction of substituted groups, fine cell structure, metabolome 
analysis 
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Piperine {1-[5-(1,3-benzodioxol-5-yl)-1-oxo-2,4-pentadienyl]piperidine)} ([1], Fig. 
4)は、そのイソ体の chavicine と並んで、黒コショウに含まれるアルカロイドで
ある 13)．Piperine の強烈な刺激性の辛味感は、痛みを感知する神経細胞における
heat and acidity-sensing human transient receptor potential vanilloid receptor (TRPV1)
を活性化することにより生じる 14)．Piperine は、P-糖タンパク質を介する細胞排
出機構や cytochrome P450 (CYP) 3A4 を阻害するにより、併用薬の消化管吸収を
高め、その結果、生体利用率を高めることが報告されている 15, 16)．Piperine は
また、多剤耐性薬剤排出ポンプを阻害することにより、rifampicin の抗菌活性を
高める 17)．動物を用いた研究では、piperine は、抗鬱、認知機能改善作用 18)、抗
炎症作用 19)、そして抗血管新生作用 20)を示すことが報告されている．Piperine
は、選択されたグラム陽性、陰性細菌に対する軽度な抗菌作用を示し 21)、ヒト
大腸癌 22)、メラノーマ 23)、肺癌 24)、腎癌細胞 25)にはアポトーシスを、ヒトの前
立腺癌細胞には、オートファジー26)を誘導すること、また、細胞死のタイプに関
係なく、G0/G1 期に休止させることが報告されている 22, 23, 26)．Piperine は、赤
芽球系白血病細胞を単球・マクロファージに成熟分化誘導するが 27)、cadmium 28), 





た論文は報告されていない．しかし、piperic acid amide 誘導体の生物活性、特に
ヒト口腔扁平上皮癌細胞に対する傷害性を検討した論文はなかった． 
Chromones (4H-1-benzopyran-4-ones) は、そのコア構造が flavone、isoflavone、
2-styrylchromone 類に見出されるが故に、重要な酸化ヘテロ環化合物である．
Flavone や isoflavone 類と比較して、2-styrylchromone 類は、自然界には僅かしか
存在しない．これまでに、合成 2-styrylchromone 誘導体の抗酸化作用 31)、抗アレ




誘導体を合成し、その抗酸化作用と α- glycosidase 阻害活性を報告している 41)． 
本研究において、ヒト口腔扁平上皮癌細胞を選択的に傷害する物質を探索す
る一環として、リグニン配糖体前駆体の phenylpropanoid にアミド基を導入した
誘導体 12 種（テーシス論文＃１）、アルカロイドの piperine にアミド基を導入し
た誘導体 12 種（テーシス論文＃２）、フラボノイドに存在するクロモン環の 3
位に styryl 基を導入した誘導体 15 種（テーシス論文＃３）の細胞傷害活性及び







Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM), phenol red-free DMEM (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA)、 fetal bovine serum (FBS) (Gemini Bio-Products, Woodland, CA, 
USA)、3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)、dimethyl 
sulfoxide (DMSO)(Sigma Chem., St. Louis, MO, USA) 
12 種類の phenylpropanoid amide 誘導体、すなわち、N-p-coumaroylvanillylamine 
[1], N-feruloylvanillylamine [2], N-caffeoylvanillylamine [3], N-p-coumaroyltyramine 
[4], N-feruloyltyramine [5], N-caffeoyltyramine [6], N-p-coumaroyldopamine [7], 
N-feruloyldopamine [8], N-caffeoyldopamine [9], N-p-coumaroylserotonin [10], 
N-feruloylserotonin [11], N-caffeoylserotonin [12] (Fig. 1) は、N,N-dimethylformamide
および dichloromethane 中で、triethylamine、1-hydroxy-1H-benzotriazole、そして
カップリング剤の 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide の存在下で、
cinnamic acid 誘導体と vanillylamine, dopamine あるいは serotonin のカップリング
により合成した 42)．全ての化合物は、DMSO に 40 mM の濃度に溶かし、使用す
るまで–20ºC で保存した． 
12 種類の piperic acid amide 誘導体、すなわち、N-piperoylethanolamine [2], 
N-piperoylputrescine [3], N-piperoylcadaverine [4], N-piperoylphenethylamine [5], 
N-piperoyl-3-phenylpropylamine [6], N-piperoyltyramine [7], N-piperoyldopamine [8], 
N-piperoylvanillylamine [9], N-piperoylserotonin [10], N-piperoylhistamine [11], 
N-piperoyl-2-(2-pyridinyl)ethylamine [12] (Fig. 4)は、既報 43)を修正した方法で、
piperic acid と適当なアミンをカップリングさせて合成した．Piperic acid (1.0 
mmol)と oxalyl chloride (10 mmol)を CH2Cl2 (5 ml)中で混和し、室温で 3 時間攪拌
した．減圧下で、溶媒と過剰な oxalyl chloride を飛ばした．粗 acid chloride を
CH2Cl2 あるいは dimethylformamide (DMF)(2 ml)に溶かし、氷浴中で CH2Cl2 ある
いは DMF (5 ml)に溶かした適当なアミンあるいはその塩酸塩 (1.2 mmol)および
Et3N (8 mmol)に添加した．反応液は、室温で 5 時間攪拌した．冷水を加え、CHCl3
で抽出した．有機溶媒層を回収し、Na2SO4 を用いて乾燥させ、溶媒は、減圧下
で蒸発させた．残渣をシリカゲルクロマトグラフィーにかけ、対応する piperic 
acid amide を精製した．全ての抱合体は、1H nuclear magnetic resonance (NMR)と
mass spectrometry (MS) データから同定した．全ての化合物は、DMSO に 40 mM
の濃度に溶かし、使用するまで–20ºC で保存した． 
15 種類の 3-styrylchromone 誘導体、すなわち、
(E)-3-(4-Methoxystyryl)-4H-chromen-4-one [1], 
(E)-3-(3,4-Dimethoxystyryl)-4H-chromen-4-one [2)], (E)-3-(3,4,5-Trimethoxy 
styryl)-4H-chromen-4-one [3], (E)-6-Methoxy-3-(4-methoxystyryl)-4H-chromen-4-one 
[4], (E)-6-Methoxy-3-(3,4-dimethoxystyryl)-4H-chromen-4-one [5], (E)-6-Methoxy 
3-(3,4,5-trimethoxystyryl)-4H-chromen-4-one [6], 
(E)-3-(4-Fluorostyryl)-6-methoxy-4H-chromen-4-one [7], (E)-3-(4-Chlorostyryl)- 
6-methoxy-4H-chromen-4-one [8], (E)-3-(4-Hydroxystyryl)-4H-chromen-4-one [9], 
(E)-3-(3,4-Dihydroxystyryl)-4H-chromen-4-one [10], (E)-3-(4-Hydroxystyryl)- 
6-methoxy-4H-chromen-4-one [11], (E)-3-(3,4-Dihydroxystyryl)- 
6-methoxy-4H-chromen-4-one [12], 
(E)-6-Hydroxy-3-(4-methoxystyryl)-4H-chromen-4-one [13], (E)-6-Hydroxy 
3-(4-hydroxystyryl)-4H-chromen-4-one [14],  
(E)-6-Hydroxy-3-(3,4-dihydroxystyryl)-4H-chromen-4-one [15] (Fig. 7)は、
3-formylchromone と phenylacetic acid 誘導体の Knoevenagel 縮合反応により、合




ヒト歯肉線維芽細胞(human gingival fibroblasts, HGF)、ヒト歯根膜線維芽細胞





胞は、それぞれ、47 および 43 population doubling level (PDL) まで増殖したので、
本実験では、10~15 PDL の細胞を使用した．ヒト口腔扁平上皮癌細胞(Ca9-22, 
HSC-2, HSC-3, HSC-4)は、理研セルバンク（筑波)から入手した．使用した細胞




相対的生細胞数は、MTT 法により求めた．すなわち 0.2 mg/mL の MTT 試薬を
含む DMEM で 4 時間培養し、培養液を除去後 0.1 ml の DMSO に置換後測定し
た．相対的生細胞数（抽出された色素の濃さ）は、マイクロプレートリーダー









おいても、4種のヒト口腔扁平上皮癌細胞（Ca9-22, HSC-2, HSC-3, HSC-4）（上皮
系）に対する選択毒性を、3種のヒト口腔正常細胞(HPC, HPLF, HPC)（間葉系）
と比較して、次式で求めた(Tables 1, 3, 5)．TS (D/B) = 3種の口腔正常細胞に対す
るCC50の平均値 / 4種のヒト口腔扁平上皮癌細胞に対するCC50の平均値．  
 
Ca9-22細胞およびHGF細胞は、いずれも歯肉組織由来であるので45), Ca9-22細胞





amides: 0, 0.0051, 0.0256, 0.128, 0.64, 3.2, 16, 60, 400 μM;  piperic acid amides, 
3-styrylchromones: 0.01, 0.051, 0.256, 1.28, 6.4, 32, 160, 800 μM)、陽性対照
(0.00256~1000 μg/ml dextran sulfate, 0.00256~1000 μg/ml curdlan sulfate, 
0.0000512~20 μM azidothymidine, 0.0128~5000 μM 2’,3’-dideoxycytidine)とともに
HIV 感染 MT-4 細胞（3.0×104/well、 MOI: 0.01）を感染直後に加えた．試料の
MT-4 細胞に対する細胞毒性を知るために、ウイルス非感染細胞を同様に種々の
濃度の試料とともに培養を行った．CO2 インキュベーターで 37 ℃５日間培養し
た後、MTT 法で生存細胞数を測定した．抗ウイルス活性は、HIV 感染による細
胞傷害を 50 % 抑制する濃度（EC50; 50 % effective concentration）、細胞毒性は試
験物質による 50 %細胞傷害濃度（CC50; 50 % cytotoxic concentration）でそれぞれ
表現した 46)．また、有効係数（Selectivity Index; SI）は CC50/EC50 として計算し




計算機化学的に取得した[Merck Molecular Force Field (MMFF94) in Molecular 






調和平均による推定値を用いた．例えば、“>400”は“from 400 ~ ∞”と等しい．
1/[average(1/400,1/∞)]=800 となる．CC50 値は-log 値である pCC50 値とした．腫瘍
細胞の pCC50 平均値を T とし、正常細胞の pCC50 平均値を N とした．以前、
選択毒性として(T-N)/(T+N)を使用したが 47)、今回のデータでは T-N とほとんど
完全に相関したので、より単純な T-N を採択した．T と N は対数値なので、T-N
は腫瘍 CC50 値/正常 CC50 値の対数値と同義である． 
使用したソフトと記述子数(Wavefunction, Irvine, CA, USA)は、Spartan: 量子化
学関連記述子（DFT-B3LYP/6-31G**）34 種類、MOE:量子化学的、構造的、物理
化学的記述子 330 種類、Dragon:WHIM descriptors (分子の 3 次元形状に関する記
述子) 114 種類、および、置換基の部位と種類を記述子化：9 種類である．logP(o/w)
のみ MOE を、他は spartan 用いて算定した． 
 
７．細胞内微細構造の解析 
細胞(3×105)を 10-cm シャーレ(Becton–Dickinson)に播き、48 時間培養した．新
鮮培地に置換後、培地の pH と温度を安定化するために、30 分、5%CO2 インキ
ュベーター内で培養した．0 (control), 3, 10 μM の化合物[11]を添加してさらに３
時間処理した．5 ml の PBS(−)で 3 回洗浄後、細胞を 4°C で、1 時間 2% 
glutaraldehyde-0.1 M cacodylate buffer (pH 7.4) で固定した．細胞をラバー・ポリ
スマンで剥離後、 90 分 1% osmium tetraoxide-0.1 M cacodylate buffer (pH 7.4)で後
固定した．脱水後、Araldite M (CIBA-GEIGY Swiss; NISSHIN EN, Tokyo, Japan)中
に包埋した．切片を uranyl acetate と lead citrate で染色し、JEM-1210 透過型電子
顕微鏡(Japan Electron Optics Laboratory, JEOL, Akishima, Tokyo, Japan) (倍率: 
×5,000、accelerating voltage:100 kV)で観察した 48)． 
 
８．メタボローム解析 
細胞(3×105)を 10-cm シャーレ(Becton–Dickinson)に播き、48 時間培養した．新
鮮培地に置換後、培地の pH と温度を安定化するために、30 分、5%CO2 インキ
ュベーター内で培養した．0 (control), 3, 10 μM の化合物[11]を添加してさらに３
時間処理した．一部の細胞は、トリプシン処理後、血球算定版を用いて生細胞
数を測定した．残りの細胞は 5 ml の 5 % D-mannitol 液で２回洗浄し、1 ml の内
部標準(25 μM methionine sulfone, 25 μM 2-[N-morpholino]-ethanesulfonic acid, 25 
μM D-camphor-10-sulfonic acid)を含むメタノールを添加し、10 分室温放置した．
細胞の入ったメタノールを回収し、-70oC にて保存した．細胞とメタノールとの
懸濁液 400 l をエッペンチューブに移し，CHCl3 400 l，MilliQ 水 200 l を加え
て撹拌し 4 ℃，10,000 ×g で 3 分間遠心分離した．上層の水-メタノール層より
400 µl を限外ろ過フィルター（分画分子量 5,000 Da）にとり 4 ℃、9,100×g で 4
時間遠心分離．ろ液 320 l を遠心濃縮したものをサンプルとした．測定前に




細胞毒性と選択毒性と、化学記述子との相関は、JMP Pro version 10.0.2 (SAS 








1) 細胞毒性  
全ての phenylpropanoid amide 誘導体は、抗癌剤 (docetaxel, fluorouracil, 
doxorubicin)と比較して(TS=6.8 ~>128)、口腔扁平上皮癌細胞に対する選択性はは
るかに低かった(TS=0.9 ~ >3.4)(Table I)．Phenylpropanoid/tyramine 誘導体[4-6]の選
択毒性は、口腔扁平上皮癌細胞４種(Ca9-22, HSC-2, HSC-3, HSC-4)と正常口腔細
胞３種（歯肉線維芽細胞、歯根膜線維芽細胞、歯髄細胞）を用いて比較しても(D/B
値)、歯肉癌細胞(Ca9-22)と歯肉線維芽細胞(HGF)を比較しても(C/A 値)を比較し
ても、ほぼ同等の値を示した [TS=0.9 ~ >3.4 (D/B), 1.0 ~ 3.0 (C/A)]．12 種の化合
物の中では、caffeoyl 基を持つ[6]が、細胞傷害活性(CC50=100 μM)は、[4] (CC50=47 
μM)より弱いが、最大の選択毒性与えた[TS>3.4 (D/B), 2.1 (C/A)]． 
 
2) 抗 HIV 活性 
陽性対照(dextran sulfate, curdlan sulfate, azidothymidine, 2’,3’-dideoxycytidine) 
(SI=1789-15882)と比較し、12 種の phenylpropanoid amides は、HIV 感染による細
胞変性効果を抑制することはできなかった(SI<1) (Table 2)．この結果を踏まえ、
下の述べる QSAR 解析は、phenylpropanoid amides の細胞傷害性に焦点を当てる
ことにした． 
 














本研究により、初めて、12 種の phenylpropenoid amide 誘導体は、弱い選択毒
性を示すが、抗 HIV 活性を示さないことが明らかになった．その中で、




える(Fig. 3)．また、dopamine と共役した phenylpropanoid 誘導体は、カテコール
骨格を持つが、選択毒性は示さなかった． 




れているので 50, 51)、N-caffeoyl 部分に存在するカテコールも、生物作用に影響す
る可能性がある．Phenylpropanoid amide 誘導体の brasiliamide A および B 10), 
N-p-coumaroylserotonin そして N-feruloylserotonin 11) は、それぞれ、抗菌、抗真菌
活性を示すことが報告されている．最近、p-coumaric acid 誘導体は、強力なチロ
シナーゼ阻害活性を示すことが報告された 8)．これらの結果は、phenylpropanoid


















２．Piperic acid amide 誘導体の定量的構造-細胞傷害性相関解析 
 
1) 細胞毒性 
陽性対照の抗癌剤 5-FU [TS=>22.2 (D/B); >11.4 (C/A)]と比較して、piperine の選
択毒性は弱かった[TS=1.1 (D/B); 3.6 (C/A)](Table III)．Piperine 以外の 11 化合物で
は、カテコール骨格を持つ[8]が最大の選択毒性を与えたが[TS=>10.7 (D/B); 
>21.1 (C/A)]、他の化合物[2-7, 9-12]の選択毒性は弱かった[TS=0.3~1.8 (D/B); 
0.8~6.8 (C/A)] (Table 3)． 
 
2) 抗 HIV 活性 
陽性対照(dextran sulfate, curdlan sulfate, azidothymidine, 2’,3’-dideoxycytidine)の
高い抗 HIV 活性(SI=1789-15882)と比較して、piperic acid amides [1-12 ]は、HIV
感染による細胞変性を抑制できなかった(SI<1) (Table 4)．抗 HIV 活性は、
phenylpropanoid amide 誘導体と一緒に測定したので、同じ陽性対照を使用した．
この結果を踏まえ、以下の QSAR 解析は、piperic acid amide の細胞傷害性に焦点
を当てることにした． 
 
3) QSAR 解析 
Piperic acid amide 誘導体の口腔扁平上皮癌細胞に対する細胞傷害性（Ｔ）は、
PEOE_VSA_NEG（合計負ファンデルワールス表面積） (r2=0.751, p<0.0005), 
PEOE_VSA_FPOS（フラクショナル正のファンデルワールス表面積）(r2=0.701. 
p<0.001), PEOE_VSA_FNEG（フラクショナル負のファンデルワールス表面領域）
(r2=0.701, p<0.001), オクタノール/水分配係数の対数(log P) (r2=0.492, p<0.05), 
a_hyd（疎水性の原子数）(r2=0.473, p<0.05), 水溶解度のログ(log S) (r2=0.432, 
p<0.05)と相関した (Fig. 5A).   
他方、piperic acid amide 誘導体の口腔正常細胞に対する細胞傷害性（Ｎ）は
vsurf_IW7（親水性相互作用エネルギーの瞬間 7 (r2 =0.530, p<0.01), vsurf_EWmin1
（最低親水エネルギー1）(r2=0.491, p<0.05), vsurf_HB7（H 結合供与能力 7）
(r2=0.484, p<0.05), vsurf_W7（親水ボリューム 7）(r2=0.484, p<0.05), vsurf_HB6（H
結合供与能 6）(r2=0.476, p<0.05), PEOE_VSA_FPOS（フラクショナル正のファン
デルワールス表面積）(r2=0.425, p<0.05) と相関した(Fig. 2B)． 
Piperic acid amide 誘導体の選択毒性（Ｔ－Ｎ）は、t vsurf_IW8（親水性相互作
用エネルギーモーメント 8）(r2=0.638, p<0.005), PEOE_VSA_POL（合計極性ファ
ンデルワールス表面積）(r2=0.609, p<0.005), PEOE_VSA + 4（部分電荷を持つ原
子における合計ファンデルワールス表面積(r2=0.583, p<0.005), PEOE_VSA_PPOS
（合計正極性ファンデルワールス表面積）(r2=0.583, p<0.005), PEOE_VSA_PNEG
（合計負極性ファンデルワールス表面積） (r2=0.519, p<0.01), a_nO（酸素原子の







C/A に間で大きな相違が見られたが(Table 3)、これは、使用した 7 種の細胞の 12
種の piperic acid amide 誘導体に対する感受性が大きく異なることによると思わ
れる．従って、正常および癌細胞については、少なくとも 3 種以上は比較検討





分子の形を反映する vsurf 記述子が、piperic acid amide 誘導体の細胞傷害性と選
択毒性をよく説明することを見出した．電子の部分電荷を計算する PEOE 法 52)
では、電荷は、平衡に達するまで結合している原子間を移動する．Vsurf 記述子
は、VolSurf 記述子 53)と似ており、構造の結合性と立体配座に依存する．今回の





が piperic acid amide 誘導体の選択毒性の評価に有用であることを示唆している．
化合物[8] が最大の選択毒性を示したのは、そのユニークな分子形と、特に、最
大の PEOE 及び vsurf 記述子で表現される静電相互作用によると思われる． 
 Curcumin (diferuloylmethane)は、Curcuma longa L から単離される天然有機化
合物であり、多くの研究者により、癌細胞の増殖、発癌、移植腫瘍の増殖を抑
制することが報告されている 54)．しかし、本研究で用いた選択毒性評価系では、 
curcumin は狭い治療濃度域を示した(TS=1.7) 1, 55). Curcumin に glycine 56)、














与え(mean CC50=2.0±1.2 μM)、以下、[4] (6.4±2.4 μM)、[6] (13±6.1 μM)の順に低下
した (Table 5)．これらの化合物は、口腔正常細胞に対しては弱い傷害活性しか
与えないので(mean CC50= 138±116, 258±126, 339±183 μM)、抗癌剤の doxorubicin 
(TS=>26) や 5-FU (TS=>55.6)に匹敵する最大の選択毒性を与えた[TS (D/B)=69.0, 
40.3, 26.1] (Table 5)．選択毒性を歯肉癌細胞 Ca9-22 と歯肉線維芽細胞 HGF を用
いて計算すると([TS(C/A)]、これらの化合物は、TS 値 31.9, 52.0, 54.4 を与えた
(Table 5). 
 
2) 抗 HIV 活性 
陽性対照(dextran sulfate, curdlan sulfate, azidothymidine, 2’,3’-dideoxycytidine)の
高い抗 HIV 活性(SI=2445-20421)と比較して、3-styrylchromone 誘導体[1-15]は、
HIV感染による細胞変性を抑制できなかった(SI<1) (Table 6)．この結果を踏まえ、
以下の QSAR 解析は、3-styrylchromone 誘導体の細胞傷害性に焦点を当てること
にした． 
 
3) QSAR 解析 
3-Styrylchromone 誘導体の口腔扁平上皮癌細胞に対する傷害性（Ｔ）は、置換
基の影響を強く受ける．特に、クロモン環の 6 位のメトキシ基(R1 OMe) (p=0.100)、
スチリル側鎖のフェニル基の 4’位の水酸基(R3 OH) (p=0.0182)は、細胞傷害活性
の発現に重要であった(Fig. 8)．  
3-Styrylchromone 誘導体の口腔正常細胞に対する傷害性（Ｎ）は、was correlated 
with vsurf_DD23 (分子周囲に仮定した疎水性 probe との相互作用に関連する記述
子) (r2=0.413, p=0.0078)および G1u (分子の 3 次元形状において、第一長軸方向の
対称性に関する記述子(r2=0.445, p=0.0066)と相関した(Fig. 9)． 
3-Styrylchromone 誘導体の選択毒性（Ｔ－Ｎ）は、R3 OH (p=0.0616)、vsurf_DD23 
(r2=0.280, p=0.0426)、そして G2u （分子の 3 次元形状において、第二長軸方向の
対称性に関する記述子)(r2=0.406, p=0.0106)と相関した(Fig. 10)． 
重回帰分析モデルを用いると、Ｔは、R1 OMe と R3 OH により(r2=0.702, 
Q2=0.532, s=0.409)（左図）、Ｎは BCUT_SMR_3（分子のトポロジカルな形状と
低分子-蛋白質間相互作用に関連する記述子）、rgyr (慣性半径：分子のサイズと
形状に関連する記述子)と vsurf_DD23 により(R2=0.834, Q2=0.695, s=0.194) （中
図）、Ｔ－Ｎは diameter (分子のトポロジカルなサイズを反映する記述子)、




本研究により、15 種類の 3-styrylchromone 誘導体は、比較的強い選択毒性を示
すが、抗 HIV 活性は示さないことが初めて明らかになった．特に [4, 6, 11]は、
抗癌剤 doxorubicin や 5-FU に匹敵する選択毒性を示した(Table 5)．
4H-Chromen-4-one および 2H-chromen 誘導体は、ピコルナウイルスの複製を抑
制することが報告されている 58)．しかし、この著者らは化学療法係数（安全域）
を算出していないので、宿主に対する毒性は不明である． 
本研究は、3-styrylchromone 誘導体の初めての QSAR 解析である．今回、解析











T ＝ 0.806(±0.182)R1OMe＋0.999 (±0.221)R3OH＋0.739 (±0.182) 
(n=15, R2=0.702, Q2=0.532, s=0.409) 
 
N ＝ 120(±24)BCUT_SMR_3－2.49 (±0.49)rgyr＋0.166 (±0.024)vsurf_DD23－304 
(±62)  (n=15, R2=0.834, Q2=0.695, s=0.194) 
 
T – N ＝0.607(±0.169)diameter－0.121 (±0.035)vsurf_DD23＋1.11 (±0.235)R3OH－


















実験項目３で、15 種類の 3-styrylchrome 誘導体の中では、chromone 環の 6 位
の炭素に OCH3 基が結合した(E)-3-(4-hydroxystyryl)- 6-methoxy-4H-chromen-4-one 
[11](TS=69)、(E)-6-methoxy-3-(4-methoxystyryl)-4H-chromen-4- one [4](TS=40), 







 [4,6,11]の傷害活性は、3 時間後から発現し、24 時間後にプラトーに達した．
[4,11]は cytotoxic な作用を、[6]は cytostatic な作用を示した．細胞傷害活性の強































3. これに対して、phenylpropanoid amide 誘導体、piperic acid amide 誘導体の選
択毒性は低い． 
4. これら、三種の化合物群は、どれも抗 HIV 活性を示さない． 
 
今回、合成有機化合物の口腔扁平上皮癌細胞に対する選択毒性の第一次スク
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Table 1. Cytotoxic activity of twelve phenylpropanoid amide derivatives. Each value 
represents the mean ±S.D. of triplicate assays. 
 
HGF: Human gingival fibroblast; HPC, pulp cells; HPLF, periodontal ligament 
fibroblast; Ca9-22, HSC-2, HSC-3, HSC-4: oral squamous cell carcinoma cell lines; TS: 
Tumor selectivity index; CC50: 50% cytotoxic concentration; 5-FU: 5-fluorouracil. 
Phenylpropanoid Ca9-22 HSC-2 HSC-3 HSC-4 mean±S.D. HGF HPLF HPC mean±S.D.
amides (A) (B) (C) (D) D/B C/A
1 68±39 155±9.4 262±11 218±37 176±8.4 180±25 243±3.8 255±5.5 226±40 1.3 2.6
2 66±38 229±8.6 238±40 269±60 201±91 207±13 295±11 257±2.9 253±44 1.3 3.1
3 79±44 94±28 89±10 227±20 122±70 >400 >400 334±42 >378 >3.1 >5.1
4 21±7.5 25±7.3 88±22 53±14 47±31 62±9.9 65±18 51±6.4 59±7.4 1.3 3.0
5 222±49 274±18 277±7.5 299±11 268±33 211±7.0 220±13 275±29 235±35 0.9 1.0
6 153±11 45±9.6 74±7.5 126±4.0 100±49 325±73 333±115 >363 >340 >3.4 2.1
7 261±74 54±6.5 174±29 83±1.5 143±84 269±16 212±12 271±3.6 251±34 1.8 1.0
8 >400 87±8.7 316±40 272±7.8 268±132 352±54 278±62 320±8.7 317±37 1.2 0.9
9 361±46 72±25 172±49 221±2.1 207±120 318±12 306±13 322±6.7 315±8.3 1.5 0.9
10 236±92 74±5.5 122±24 184±5.0 154±71 111±11 146±12 212±24 156±51 1.0 0.5
11 134±7.8 142±1.0 139±17 181±2.0 149±22 164±5.5 175±2.0 242±7.5 194±42 1.3 1.2
12 157±16 102±11 139±20 130±4.6 132±23 117±26 117±15 158±3.5 131±24 1.0 0.7
Positive controls:
Docetaxel <0.0078 <0.0078 <0.0078 <0.0078 <0.0078 >1 >1 >1 >1 >128 >128
5-FU 59.4±17.7 12.1±3.1 41.5±10.5 <7.8 30.2±24.6 >2000 >2000 >2000 >2000 >66 >34
Doxorubicin 0.74±0.23 0.22±0.03 0.40±0.11 0.20±0.05 0.39±0.25 1.70±0.47 1.30±0.20 >5.0 2.67±2.0 6.8 2.3
TS
Human oral squamous cell carcinoma cell Human normal oral cell
CC50 (μM)
Table 2. Anti-HIV activity of phenylpropanoid amides and chemotherapeutic agents. 




CC50: 50% Cytotoxic concentration; EC50: 50% effective concentration; SI: selectivity 
index (CC50/EC50).   
 
  
Phenylpropanoid amides CC50 (μM) EC50 (μM) SI
1 196.84 >400 <1
2 226.11 >400 <1
3 121.51 >400 <1
4 30.19 >400 <1
5 192.25 >400 <1
6 158.56 >400 <1
7 49.75 >400 <1
8 51.16 >400 <1
9 43.74 >400 <1
10 220.69 >400 <1
11 193.13 >400 <1
12 47.16 >400 <1
Positive controls
Dextran sulfate (μg/ml) 620.5 0.05 12363
Curdlan sulfate (μg/ml) >1000 0.18 >5523
Azidothymidine (μM) 232.87 0.015 15882
2’,3’-Dideoxycytidine (μM) 2145.33 1.2 1789
Table 3. Cytotoxic activity of twelve piperic acid amides. Each value represents the 




HGF: Human gingival fibroblast; HPC, pulp cells; HPLF, periodontal ligament 
fibroblast; Ca9-22, HSC-2, HSC-3, HSC-4: oral squamous cell carcinoma cell lines; TS: 
tumor-selectivity index; CC50: 50% cytotoxic concentration; 5-FU: 5-fluorouracil. 
Ca9-22 HSC-2 HSC-3 HSC-4 mean±S.D. HGF HPLF HPC mean±S.D.
Piperic acid amide (A) (B) (C) (D) (D/B) (C/A)
1 128±14 512±38 583±202 600±24 456±222 473±22 513±13 501±39 496±21 1.1 3.6
2 239±50 335±54 487±57 450±72 378±113 539±19 510±7.0 518±19 522±15 1.4 2.3
3 103±15 114±14 134±14 122±11 118±13 81±22 127±1.5 137±13 115±30 1.0 0.8
4 107±7.6 118±51 170±31 152±18 137±29 122±8.0 137±7.0 131±47 130±7.5 1.0 1.1
5 7.4±0.8 13±2.1 73±23 199±174 73±89 21±4.0 68±45 82±31 57±32 0.8 2.8
6 13±4.6 18±7.0 81±2.1 208±88 80±91 16±3.8 41±2.6 19±1.5 25±14 0.3 1.3
7 11±0.1 16±6.4 18±4.2 14±2.5 15±3.0 13±0.58 23±3.2 20±1.0 19±5.1 1.3 1.2
8 38±8.5 51±13 131±60 80±17 75±41 >800 >800 >800 >800 >10.7 >21.1
9 79±11 447±331 97±3.2 >800 >356 535±8.7 535±13 573±26 548±22 <1.5 6.8
10 33±1.2 51±13 38±7.2 58±15 45±12 41±1.7 46±2.3 75±1.2 54±18 1.2 1.2
11 455±123 696±105 >800 500±53 >613 658±36 617±33 680±41 652±32 <1.1 1.4
12 183±9.0 262±14 268±6.5 250±3.5 241±39 343±104 497±5.5 467±50 436±82 1.8 1.9
5-FU 88±11 24±7.8 38±7.6 28±4.9 45±30 >1000 >1000 >1000 >1000 >22.2 >11.4
TS
Human oral squamous cell carcinoma cells Human normal oral cells
CC50 (μM)
Table 4. Anti-HIV activity of piperic acid amides and chemotherapeutic agents. Each 
value represents the mean of triplicate determinations.  
 
 
CC50: 50% Cytotoxic concentration; EC50: 50% effective concentration; SI: selectivity 
index (CC50/EC50).   
This experiment was performed with the samples of phenylpropanoid amides, and 
therefore used the same positive control. 
  
Piperic acid amides CC50 (μM) EC50 (μM) SI
1 324 >800 <1
2 253 >800 <1
3 112 >800 <1
4 89 >800 <1
5 36 >800 <1
6 279 >800 <1
7 2 >800 <1
8 46 >800 <1
9 688 >800 <1
10 279 >800 <1
11 32 >800 <1
12 175 >800 <1
Positive controls
Dextran sulfate (μg/ml) 621 0.05 12363
Curdlan sulfate (μg/ml) >1000 0.18 5523
Azidothymidine 233 0.015 15882
2',3'-Dideoxycytidine 2145 1.2 1789
Table 5.  Cytotoxic activity of fifteen 3-styrylchromones.  Each value represents the 




HGF, human gingival fibroblast; HPC, pulp cells; HPLF, periodontal ligament 
fibroblast; Ca9-22, HSC-2, HSC-3 and HSC-4, oral squamous cell carcinoma cell lines; 
TS, tumor selectivity index; CC50, 50% cytotoxic concentration; 5-FU, 5-fluorouracil. 
Ca9-22 HSC-2 HSC-3 HSC-4 mean±S.D. HGF HPLF HPC mean
3-Styrylchromones (A) (B) (C) (D) (D)/(B) (C)/(A)
1 183 94 200 80 139±61 643 533 475 550±85 4.0 3.5
2 41 82 41 77 60±22 64 68 156 96±52 1.6 1.6
3 263 300 278 310 288±21 560 518 715 598±104 2.1 2.1
4 4.4 4.4 7.7 9.2 6.4±2.4 229 150 396 258±126 40.3 52.0
5 33 92 36 61 56±27 98 83 171 117±47 2.1 3.0
6 10 6.8 21 13 13±6.1 544 190 284 339±183 26.1 54.4
7 43 57 58 38 49±10 140 126 97 121±22 2.5 3.3
8 13 48 83 204 87±83 554 657 733 648±90 7.4 42.6
9 23 25 14 28 23±6.0 457 520 600 526±72 22.9 19.9
10 33 6.3 24 6.3 17±13 154 141 241 179±54 10.5 4.7
11 2.1 1.0 3.6 1.2 2.0±1.2 67 74 272 138±116 69.0 31.9
12 25 2.4 32 3.3 16±15 161 187 267 205±55 12.8 6.4
13 >800 >800 240 >800 >660±280 >800 >800 >800 >800 ><1.2 ><1.0
14 19 11 11 15 14±3.8 19 31 80 43±32 3.1 1.0
15 33 9.1 22 7.5 18±12 247 222 507 325±158 18.1 7.4
Positive control
Doxorubicin 0.26 0.12 0.11 0.094 0.15±0.077 0.87 0.87 >10 >3.9±5.3 >26.0 3.3
5-FU 29 13 16 13 18±7.6 >1000 >1000 >1000 >1000 >55.6 >34.5
TS
Human oral squamous cell carcinoma cell lines Human normal oral cells
CC50 (μM)
Table 6. Anti-HIV activity of 3-styrylchromones and chemotherapeutic agents. Each 
value represents the mean of triplicate determinations.  
 
 
CC50, 50% cytotoxic concentration; EC50, 50% effective concentration; SI: selectivity 
index (CC50/EC50).   
  
3-Styrylchromones CC50 (μM) EC50 (μM) SI
1 528.45 >800 <1
2 463.38 >800 <1
3 629.23 >800 <1
4 5.87 >800 <1
5 >800 >800 ><1
6 3.39 >800 <1
7 435.71 >800 <1
8 270.56 >800 <1
9 13.76 >800 <1
10 12.92 >800 <1
11 3.26 >800 <1
12 59.91 >800 <1
13 223.28 >800 <1
14 3.59 >800 <1
15 4.76 >800 <1
Positive controls
Dextran sulfate (μg/ml) 985.6 0.06 17125
Curdlan sulfate (μg/ml) >1000 0.14 >7002
Azidothymidine 222.2 0.011 20421
2',3'-Dideoxycytidine 2511.59 1.03 2445
Table 7.  Time course of cytotoxicity induction by [4], [6] and [11]. 
 
  CC50 (μM) 
Exposure time (h) [4] [6] [11] 
Exp. I 
1 61 65 18 
3 20 45 10 
6.7 21 50 9.5 
21 2.5 5.1 <1.56 
31 2.4 4.5 <1.56 
47 2.4 4.6 <1.56 
Exp. II 
1 41 42 14 
3 19 19 5.9 
7 20 20 5.5 
23 2.6 4.2 <0.39 
31 3.9 4.7 <0.39 
47 4.3 2.2 <0.39 
 
HSC-2 cells were exposed for the indicated times with various concentrations of [4], [6] 
or [11], replaced with fresh culture medium without sample, and incubated until 47 
hours after addition of sample. The 50% cytotoxic concentration (CC50) was determined 





Fig. 1.  Structure of phenylpropanoid amides.  
 
 
Fig. 2.  Correlation coefficient of chemical descriptors and cytotoxicity against tumor 
cells (defined as T) (A) and normal cells (defined as N) (B).  The mean (pCC50 i.e, the 




Fig. 3. Correlation coefficient of chemical descriptors and tumor specificity, defined as 
T−N.    
 
 
Fig. 4.  Structure of piperic acid amides: piperine 
{1-[5-(1,3-benzodioxol-5-yl)-1-oxo-2,4-pentadienyl]piperidine)} (1) 
N-piperoylethanolamine (2), N-piperoylputrescine (3), N-piperoylcadaverine (4), 
N-piperoylphenethylamine (5), N-piperoyl-3-phenylpropylamine (6), 
N-piperoyltyramine (7), N-piperoyldopamine (8), N-piperoylvanillylamine (9), 




Fig. 5.  Correlation coefficient of chemical descriptors and cytotoxicity of piperic acid 
amides against tumor cells (defined as T) (A) and normal cells (defined as N) (B).  
The mean (pCC50 i.e, the −log CC50) values for normal cells and tumor cell lines were 
defined as N and T, respectively.  The descriptors used were: a_hyd (Number of 
hydrophobic atoms), logP(o/w) (Log of the octanol/water partition coefficient), logS 
(Log of the aqueous solubility), PEOE_VSA_FNEG (Fractional negative van der 
Waals surface area), PEOE_VSA_FPOS (Fractional positive van der Waals surface 
area), PEOE_VSA_NEG (Total negative van der Waals surface area), vsurf_EWmin1 
(Lowest hydrophilic energy 1), vsurf_HB6 (H-bond donor capacity 6), vsurf_HB7 
(H-bond donor capacity 7), vsurf_IW7 (Hydrophilic interaction-energy moment 7), 
vsurf_W7 (Hydrophilic volume 7). 
 
 
Fig. 6. Correlation coefficient of chemical descriptors and tumor specificity of piperic 
acid amides, defined as T−N.   The descriptors used were: a_nO (Number of oxygen 
atoms), PEOE_VSA_PNEG (Total negative polar van der Waals surface area), 
PEOE_VSA_POL (Total polar van der Waals surface area), PEOE_VSA_PPOS (Total 
positive polar van der Waals surface area), PEOE_VSA+4 (Sum of vi where qi is in the 
range [0.20,0.25]; vi and qi denote the van der Waals surface area and the partial charge 
of atom i, respectively), vsurf_IW8 (Hydrophilic interaction-energy moment 8). 
 
 
Fig. 7.  Structure of 3-styrylchromones.  
 
 
Fig. 8.  Effects of functional groups on cytotoxicity of 3-styrylchromones against 
tumor cells (defined as T).  The mean (pCC50 i.e., the −log CC50) values for tumor 
cell lines were defined as T. 
 
 
Fig. 9.  Determination coefficient of chemical descriptors and cytotoxicity of 
3-styrylchromones against normal cells (defined as N).  The mean (pCC50 i.e., the 
−log CC50) values for normal cells were defined as N. 
 
 
Fig. 10. Determination coefficient of chemical descriptors and tumor specificity of 
3-styrylchromones (defined as T−N).    
 
 
Fig. 11.  Multiple regression models for the estimation of T, N and T-N. 
 
 
Fig. 12.  Time course of cytotoxicity induction by 
(E)-6-methoxy-3-(4-methoxystyryl)-4H-chromen-4-one [4], 
(E)-6-methoxy-3-(3,4,5-trimethoxystyryl)-4H-chromen-4-one [6] and 
(E)-3-(4-hydroxystyryl)-6-methoxy-4H-chromen-4-one [11].   Cells were incubated 
for the indicated times, and medium was replaced with fresh medium and incubated 
further until 47 hours after the initial addition of samples.  The relative viable cell 
number was then determined by the MTT method.  Each value presents mean of 
triplicate (Exp. I) and quadruplicate (Exp. II) assays.  Two experiments (Exp. I and II) 
showed similar results.  The 50% cytotoxic concentration (CC50) was calculated and 
listed in Table VII.  
 
 
Fig. 13.  Induction of mitochondrial enlargement by [11].  Cells were treated for 3 h 
with 0 (control), 3 or 10 μM of [11].  After washing three times with 5 ml of cold 
PBS(−), the cells were fixed for 1 h with 2% glutaraldehyde and the fine cell structures 
were observed under TEM.  
 
 
Fig. 14. Accumulation of diethanolamine during early stage of cytoxicity induction by 
[11].  HSC-2 cells were treated for 3 h with 0 (control), 1, 3 and 10 μM of [11], and 
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T - N=0.607(±0.169)diameter – 0.121 (±0.035)vsurf_DD23 + 1.11 (±0.235)R3OH – 7.17 (±2.26), n=15, R2=0.764, Q2=0.570, s=0.308
N = 120(±24)BCUT_SMR_3 – 2.49 (±0.49)rgyr + 0.166 (±0.024)vsurf_DD23 – 304 (±62), n=15, R2=0.834, Q2=0.695, s=0.194
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